














world.  The withdrawal  of  antibiotics  as  growth  promoters  and  their  preventive  use  in  animal 
production is essential to avoid these resistances, but this may impair productivity and health due 
to  the  increase  in  gut  inflammation.  This  reduction  in  productivity  aggravates  the  problem  of 
increasing meat  demand  in  developing  countries  and  limits  the  availability  of  raw materials. 
Probiotics  are  promising  products  to  address  this  challenge  due  to  their  beneficial  effects  on 















as  antibiotic  growth  promoters  (AGPs). Animals  account  for  70%  of  the  antibiotic  consumption 
worldwide and a further 67% increase is expected by 2030 in response to the growing meat demand 
from  developing  countries  [2,3].  Animal  production  is  considered  one  of  the  main  sources  of 
antimicrobial resistances (AMR), thus the research for alternative strategies to the use of antibiotics 
in poultry are essential to fight the emergence of AMR. Currently, AMR causes the death of 700,000 
people  per  year  and  it  is  forecasted  that  this will  increase  exponentially  to  10 million  by  2050, 
becoming  the main  cause of death worldwide  [2].  In view of  this problem,  the European Union 
banned the use of antibiotics as AGPs in 2006 [4]. Still, poultry production will increase worldwide 
and the use of antibiotics will not be restricted to the same extent in all regions. 
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Although  the  reduction of  antibiotics  is  essential  to  avoid AMRs,  its withdrawal  in poultry 
production will very likely result in an increased prevalence of foodborne illness‐causing bacteria, 
such  as  Salmonella  spp.  or Campylobacter  spp.,  on  the  carcass. Moreover,  in‐feed  antibiotics have 
played a crucial role in the economic effectiveness of livestock production by improving the growth 
rate,  reducing mortality, and preventing diseases  [5–8]. Antibiotics directly affect  the viability of 






An  ideal  alternative  to  antibiotics  should  have  the  same  beneficial  effects  on  the  host  and, 
therefore, similar modes of action  in the GIT, microbiota, and immune system [10]. In addition,  it 
should  ensure  optimal  animal  performance  and  availability  of  nutrients  [15].  To  address  these 
challenges, a multidisciplinary approach is essential, encompassing the study of immunomodulatory 
agents or products with  real possibilities  to become alternatives  to antibiotics, animal physiology 
(immune  response  and mucosal  barrier),  and  intestinal microbiota.  The  research  on  biomarkers 
[16,17]  to  understand  the mechanisms  of  action  and  the  immunomodulation  induced  by  these 
products on the host and their relationship with the host‐microbiota‐pathogen interaction is essential. 
There  is  a  considerable  amount  of  research  on  the  effects  of  probiotics  on  microbiota 
composition,  integrity  of  the mucosal  barrier,  and  immunomodulation  to  control  inflammation, 
aiming to improve feed efficiency and performance and to reduce pathogenic infections without the 
use of antibiotics in poultry [10,18–22]. However, gaps in the knowledge make it difficult to study 






and  tolerance  of  innocuous/beneficial  microorganisms,  while  retaining  the  ability  to  respond 
appropriately to undesirable microbes or microbial products, preventing their translocation to sterile 
body compartments [23]. Recently, gut health (described as gastrointestinal functionality) has been 
characterized  as  the balance between diet,  effective digestion  and  absorption, normal  and  stable 
microbiota, effective immune status, gut mucosa, and neuroendocrine and motor function of the gut 
[16]. When one of these domains is altered, an intestinal dysfunction may appear, inducing the loss 




by anti‐inflammatory cytokines  (e.g.,  transforming growth  factor  (TGF)‐β and  interleukin  (IL)‐10) 
and  causes  the  inactivation  of  the  nuclear  factor‐kappa  B  (NF‐B)  pathway,  responsible  for 
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The  inflammatory  response  is  mainly  initiated  after  the  detection  of  microbe‐associated 
molecular  patterns  (MAMP)  by  means  of  pattern  recognition  receptors  (PRR)  of  IEC  and/or 
circulating immune cells. Next, the mechanisms of innate and acquired immune response, initiated 
and  orchestrated  by  the  activation  of NF‐B  pathway  [25]  and mediated  by  pro‐inflammatory 
cytokines (e.g. IL‐6, IL‐8, IFN‐), are activated, increasing the infiltration of heterophils and recruiting 
natural killer (NK) cells, macrophages, and TCR T cells [30]. Although this response can be effective 
against  pathogens,  a  prolonged  inflammatory  process  may  have  undesirable  consequences, 
including potentially  exacerbating  tissue damage  and diverting  nutrients  away  from productive 






















via PRRs during pathogenesis,  the stimulation of growth  factor synthesis, and  the recruitment of 
regulatory T cells (Treg) [40] that promote tolerance in the gut. 











expression  of  host  defense  peptides  (HDP)  via  histone  deacetylase  inhibition,  enhancing  the 
antibacterial activity and bacterial clearance of macrophages [46,47]. 




tract  of  chickens:  (a)  by  inducing  a  robust  homeostatic  status  through  promoting  tolerance  and 
preventing  inflammation;  (b)  by  increasing  the  luminal  defence  capacity  of  the  host  against 
pathogens. CpG oligodeoxyunucleotide sequences (CpG‐ODN); nuclear factor‐kappa B (NF‐B); toll‐
like receptor (TLR); short‐chain fatty acid (SCFA); interleukin (IL); dendritic cell (DC); natural killer 










participate  in  host  adaptation  or defense  (e.g., C‐reactive protein  (CRP), mannose‐binding  lectin 
(MBL),  fibrinogen, or  serum amyloid A  (SAA)) and  to act as  transport proteins with antioxidant 
activity  (e.g.,  haptoglobin,  hemopexin,  or  ceruloplasmin)  (Figure  1).  Some  of  them  increase  the 
inflammation reaction  in response  to a variety of bacteria and  to  intracellular antigens, activating 
complement and phagocytic cells (CRP, MBL, collectins, SAA). Meanwhile, other proteins have anti‐
inflammatory  effects  that  protect  the  integrity  of  tissues  (serpins),  neutralize  the  toxicity  of 










































in  the  blood  by  infectious  agents  or  many  physiologic  changes.  The  effect  of  Bacillus  subtilis 
supplementation  on  the  serum  haptoglobin  concentration  of  birds  challenged  with  Salmonella 
typhimurium has been studied. Supplementation with Bacillus subtilis (strains RX7 + B2A) resulted in 
a  lower  serum  haptoglobin  concentration  compared with  the  challenged  control  group without 




























opsonophagocytosis  against  invading  pathogens  [57].  A  recent  in  vivo  study  showed  a  direct 
correlation  between  the  serum  concentration  of  MBL  and  the  colony‐forming  unit  counts  of 
Salmonella  enterica  in  cloacal  swabs  [58]. The  control  or  induction  of  high MBL  levels would  be 
interesting to study during the first days of life, when the animal has not yet completed its intestinal 
microbiota  colonization  and  the  immune  system  is  still  immature.  However,  research  studies 
assessing the modulation capacity of probiotics on collagenous lectins expression is missing.   
Moreover,  it  has  been  demonstrated  that  MBL  downregulates  non‐methylated  CpG 
oligodeoxyunucleotide  sequences  (CpG‐ODN)‐triggered  TLR9  activation  in  human  cells.  MBL 
protein suppresses activation of NF‐B signaling and subsequent production of proinflammatory 
cytokines  from human monocytes  cells  induced  by CpG‐ODN motifs  [59]. However, CpG‐ODN 
motifs  are  potent  immunomodulators  of  bacteria  and  the  frequency  of  these  sequences  in  their 











pathway  (activated  by MBL/ficolins  binding mannose  residues  on microbial  surfaces),  and  the 
alternative pathway (spontaneous hydrolysis of C3 into C3(H2O)). The cleavage of major complement 













immunoregulatory  and  anti‐inflammatory  effect of  this  strain  [62]. Another  study  addressed  the 
response of  the  intestinal epithelial cell  line HT29  (human colon adenocarcinoma cell  line)  to  the 
strain Bifidobacterium breve IPLA20004. In the array of 84 genes involved in inflammation tested, the 




C3  expression, differently modulating  the  inflammation  induced by  the presence of  complement 
proteins.   
Currently, the presence of complement proteins in the intestinal epithelium/mucosa is poorly 
understood.  Intestinal  epithelial  cells will  synthesize  some  complement  molecules  and,  during 
inflammation, the remaining proteins will be provided by infiltrating cells and/or blood, activating 
complement pathways  [61]. Undoubtedly,  there  is  a  lack of knowledge  about  the  implication of 
complement  on  intestinal  inflammation,  especially  in  healthy  animals.  Complement  is  a  strong 
inflammation  inductor and  the dietary administration of probiotics may modulate  this  response. 









derived from  the microbiota as well as  invading pathogens. In avian species,  ten TLRs have been 
described [35,66]. Some avian TLRs conservatively recognize the same ligands as mammalian TLRs 
(TLR4‐bacterial LPS; TLR5‐flagellin; TLR3‐sRNA; and TLR7 ssRNA) [67]. Others were reported  to 







responses via  the myeloid differentiation  factor 88  (MyD88)‐dependent signaling pathway, which 
results in NF‐κB activation [67]. The increase of TLR4 expression is associated with an induction of 
high  levels  of  nitric  oxide  production  and  the  expression  of  pro‐inflammatory  cytokines  in  the 
intestine, although chickens are relatively resistant to LPS [48]. On the other hand, IECs showed a 
low expression of TLR2 and TLR4  in homeostatic conditions, causing a  low sensitivity  to  foreign 







of  TLR4  in  Lactobacillus  plantarum‐supplemented  groups  in  the  ileum  of  laying  hens  has  been 
observed  [76].  However,  a  blend  of  yeast‐derived  carbohydrates  and  probiotics  (Lactobacillus 
















pro‐inflammatory  cytokines  induced  by  the  NF‐B  pathway.  However,  the  basolateral  TLR9 
stimulation leads to the activation of this pathway, inducing the release of IL‐8 (pro‐inflammatory 
cytokine)  [60].  It has also been  shown  that  the activation of apical TLR9  induces  the secretion of 




indicates  a  potentially  dangerous  infection  (bacterial  translocation  of  epithelium)  that  must  be 
combated through the activation of inflammatory pathway NF‐B. 
Recently, the in vitro stimulation of mononuclear cells from chicken cecal tonsils with CpG‐ODN 














Most  immune cells  in  the  intestine are distributed  throughout  the  lamina propria and  in  the 
lymphoid aggregates. Different  immune cell populations, such us heterophils, natural killer  (NK) 
cells, macrophages,  dendritic  cells  (DC),  and  T  and  B  cells,  take  up  the  lamina  propria whilst 






[90].  These  cells  not  only  have  the  ability  to  kill  infected  or malignant  cells,  but  also mediate 
cytotoxicity on several types of activated immune cells, playing a key role in the control of immune 
responses and maintenance of homeostasis  [91]. A therapeutic effect of Lactobacillus plantarum has 




important  physiological  roles  of  NK  cells  in  both  promoting  inflammation  and  exerting 
immunoregulation and maintenance of immune homeostasis have not been studied in poultry yet.   
Recently, it has been demonstrated that not only NK cells have spontaneous cytotoxicity without 
prior  sensitization  by  antigen  in  the  intestine.  Chicken    T  cells  represent  the major  cytotoxic 
lymphocyte  subset  that  can  lyse  target  cells  in  a  major  histocompatibility  complex  (MHC)‐
unrestricted manner  in  the  intestine  [93]. Little  is known about  the  role of  these  innate killer cell 
populations  within  IEL  triggered  by  different  inflammatory  stimuli  and  their  influence  on 
downstream antimicrobial immunity and mucosal inflammation. A mechanism that can explain the 
cytotoxicity of these cells is the expression and release of IL‐17A by NKs,  T cells, and macrophages 




are  few  studies  assessing  the  induction  or  suppression  of  IL‐17A  expression  after  probiotic 
administration.  An  anti‐inflammatory  effect  of  Lactobacillus  fermentum  IM12  has  been  observed, 
avoiding the increase of IL‐17A in mice after challenge with LPS [96], but, contrarily, a robust increase 
of  this  cytokine was  detected  in  human  peripheral  blood mononuclear  cells  (PBMC)  after  their 
incubation with  inactivated probiotic Bacillus  coagulans GBI‐30  [97]. Taking  into  account  that  the 
control  of  the  expression  of  IL‐17A  is  strain  specific,  this  cytokine  could  act  as  a  biomarker  of 
inflammation control, but more research is needed to confirm this hypothesis.   
Another  relevant mechanism  in  the  control  of  inflammation  is  tolerance.  Local  or  systemic 
inflammation  also  occurs when  tolerance  to  luminal  antigens,  usually  not  harmful,  is  lost  (not 
recognized)  [65].  After  the  antigenic  recognition,  IECs  and  immune  cells  express  pro‐  or  anti‐ 
inflammatory  cytokines,  which  contribute  to  GIT  tolerance  promoting  the  differentiation  of 
tolerogenic DCs CD103+ able  to drive  the development of Foxp3+ T  regulatory  (reg)  cells  [98,99]. 
Dendritic cells CD103+  induce  the secretion of  thymic  stromal  lymphopoietin  (TSLP), TGF‐β, and 
vitamin A, promoting  the maturation  and  recruitment of Treg  antigen‐specific  cells  through  the 
expression of chemotactic molecules in the intestine (integrin 4β7 and CCR9) [100]. The expression 
of  these chemotactic molecules could be driven by   T cells  [101]. Regulatory T cells control  the 
immune response through cell‐cell contact or through the secretion of anti‐inflammatory cytokines 
(IL‐10 and TGF‐β)  [102]. The  induction of  this cell  type  is essential  for mucosal  tolerance since  it 
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this same mechanism to persist in the intestine and promote its spread [47]. Therefore, it is essential 










several conditions must be met,  including  the successful colonization of  the digestive  tract by  the 
bacteriocin‐producing bacteria and the actual production of bacteriocins in this environment [110]. 
In mammals, most of  the  endogenous AMP  (host defense peptides—HDP) modulate  innate 
immunity without harmful inflammatory responses [111]. It is now known that the chicken genome 
encodes a total of 14 avian ‐defensins (AvBD1‐14), 4 cathelicidins, NK‐lysin, and LEAP‐2 in a wide 
range of  tissues,  including digestive,  respiratory, and  immune  systems  [112–114].  In poultry,  the 
expression pattern of these peptides has recently been determined for the GIT, with AvBD‐14 being 
the constitutively most expressed in cecal tonsils [113]. When animals are challenged with Salmonella 
enterica, an  increase  in AvBD‐3 and AvBD‐4  is observed. AvBD‐3 gene expression  is significantly 
upregulated in the cecum and downregulated in the ileum, possibly reflecting the site of colonization 
in  the  cecum  and  the  host’s  response  to  that.  The  expression  of AvBD‐4  is  upregulated  in  the 
duodenum upon Salmonella enterica challenge and may be important in encountering initial bacterial 
intestinal colonization  [115]. On  the other hand, chicken AvBD‐8 protein  is strongly expressed  in 
white  leghorn chicken  intestine and  in macrophages after LPS challenge and  interacts with other 
AvBDs  and  antimicrobial  proteins,  such  as  leukocyte  cell‐derived  chemotaxin‐2  (LECT2)  and 





Recently,  it  has  been  observed  that  orally  administrated  probiotics  also  can  induce  the 
expression of HDP in pigs. A study suggested that Lactobacillus reuteri I5007 could modulate intestinal 






each bacterial strain  induces on  the host, with  the aim of  improving productivity,  feed efficiency, 
health,  and welfare. Despite knowing  and understanding  the modes of  action of  some probiotic 





had  not  been  possible  due  to  technological  limitations.  However,  with  the  evolving  “‐omics” 
methodologies, a large body of data about immune and metabolic pathways of host and microbiota 
will  become  available  in  the  near  future,  which  should  allow  for  the  deciphering  of  the  key 
mechanisms  involved  in  inflammation. The  selection of  feed additives  should  then be conducted 
specifically for the mode of action desired, knowing exactly the effects to be induced in the host. 
Microorganisms 2020, 8, 148  11  of  16 
 




and avoids  the diversion of nutrients away  from productive purposes may be a good strategy  to 
improve  efficiency.  In  parallel,  an  increase  of  the  luminal  defense  capacity  against  pathogens 
(expression of HDP) and epithelial barrier protection (mucins, sIgA, and SCFA) should be induced 
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